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論 文 内 容 要 旨
は じ め に
1・一バ リン ・ レ ー ロイ シ ン は人 間の 必 須 ア ミノ酸 と して重 要 で あ り,ア ミノ酸 輸
液,総 合 ア ミノ酸 製剤,治 療 食 及び 食品 工業等 に広 く利 用 され,更 に それ らの 誘 導
体 は ア ミノ酸農 薬 と して の報 告 もあ るが,コ ス ト的 に有利 な製 造法 は皆 無 であ った。
そ こで 著 者 はL一 バ リン,■ 一 ロイ シ ンの発 酵 に よ る安 価 な製造 法 を 確立 す るた
め に,グ ル タ ミン酸 生 産 菌 と して現 在 工 業 的 に使 用 されて い る,Brevibacterium
lactofermentum2256を親株 とし,両 ア ミノ酸 の生 合 成調 節機 構 を 解 明 しつ つ,
アナ ログ耐性 変 異 株 を誘 導す る こ とに よ り,バ リン生産 菌 株 お よび ロィ シ ン生 産 菌
株 を 得 た 。 次 に,こ れ ら両 ア ミノ酸 の 生 産条 件 及 び生 合 成 制御 機 構 の 遺 伝的 変 化
等 に つ い て検 討 し以 下 に要 約 す る結 果 を 得 た。
1.BrevibacteriumIactofermentum2256に 於 け る バ リ ン,
ロ ィ シ ン生 合 成 調 節 機 構 ω
分 岐 鎖 ア ミノ 酸 生 合 成 経 路 の 最 初 の 酵 素 と して 知 ら れ る α 一acetohydroxy
acidsynthetaseのフ ィ ー ドバ ッ ク 阻 害 の 機 構 を 検 討 し た と こ ろ,バ リン,ロ ィ
シ ン,イ ソ ロ ィ シ ン の 分 岐 鎖 ア ミ ノ酸 が 何 れ も フ ィ ー ドバ ッ ク阻 害 し た 。 何 れ
も 完 全 阻 害 で は な か った が,こ の 中 で バ リ ン の 阻 害 が 最 も強 か った 。 又,α 一
acetohydroxyaddsynthetase生成 の フ ィ ー ドバ ッ ク リプ レ ッ シ ョ ン を イ ソ ロ
ィ シ ン,バ リン 複 要 求 性 変 異 株 を 用 い て 検 討 し た と ころ,バ リ ン,ロ ィ シ ン,イ
ソ ロ イ シ ン を 同 時 に 過 剰 量 添 加 す る と 著 し く酵 素 生 成 が 抑 制 され た 。 一 方,そ
の 中 の 一 ア ミノ 酸 を 制 限 量 添 加 し た と き は,本 酵 素 の 生 成 が 増 大 し た 。 これ ら
の 結 果 か ら,本 酵 素 の 生 合 成 は バ リン,ロ ィ シ ン,イ ソ ロ イ シ ン に よ りmultiVa-
lentfeedbackrepressionをう け る も の と考 え られ た 。
次 に,ロ ィ シ ン 生 合 成 経 路 の 最 初 の 酵 素 と し て 知 ら れ る α 一isopropylmalate
synthetaseの制 御 機 構 を 検 討 し た と こ ろ,ロ イ シ ンが 特 異 的 に フ ィ ー ドバ ッ
ク 阻 害 し,且 つ 本 酵 素 の 生 成 は ロイ シ ンの み に よ り,リ プ レ ッ シ ョ ン を 受 け る こ
と が わ か った 。
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尚 ・ α 一acetohydroxyacidsynthetase,α一isopropylmalatesynthe-
tase共 に バ リン,ロ ィ シ ン,イ ソ ロィ シ ン に よ る 協 同 的 フ ィ ー ドバ ック 阻 害 は
認 め られ な か つた 。
以 上 の 結 果 か ら,Brevibacteriumlactofermentum2256のバ リン,ロ イ
シ ン生 合 成 調 節 機 構 はFig.1の よ う に ま とめ られ た 。
2.分 岐 鎖 ア ミノ酸 アナ ログの検索(2)
バ リ ン,ロ イ シ ン の 発 酵 生 産 菌 を 育 種 す
,る方 法 と し て ア ナ ログ 耐 性 を 考 え た 。
そ こ で,BrevibacteriumIactofermentum2256を 用 い て 分 岐 鎖 ア ミ.ノ酸
ア ナ ロ グ の 検 索 を し た と こ ろ,2一 チ ア ゾ ー ル ア ラニ ン と β 一 ヒ ドロ キ シ ロ イ シ
ン が 見 い 出 さ れ た 。 本 菌 株 は1000μ9/mlの2一 チ ア ゾ ール ア ラ ニ ン に よ
り 生 育 が 抑 制 さ れ る が,バ リン,ロ イ シ ン,イ ソ ロ イ シ ン,ヒ ス チ ジ ン,メ チ オ
ニ ン,ア ス パ ラ ギ ン酸,フ ェニ ール ア ラ ニ ン ,チ ロ シ ン,ト リプ トフ ァ ンの 単 独
添 加 に よ り 生 育 回 復 さ れ た 。 この 中 で,バ リ ン,ロ ィ シ ン,ト リプ トフ ァ ン に
よ る 生 育 回 復 作 用 が 強 く,有 効 な ア ナ ロ グ と 考 え ら れ た(Fig.2,Table1)。
一 方 ,β 一 ヒ ドロ キ シ ロ イ シ ン は,本 菌 株 の 生 育 を1000μg/ml以 上 の 濃
度 で 抑 え る が,生 育 回 復 作 用 の あ る ア ミノ酸 は,バ リ ン,ロ ィ シ ン,イ ソ ロ ィ シ
ン の み で あ り,分 岐 鎖 ア ミノ 酸 に 特 異 的 な ア ナ ロ グ で あ る こ とが 明 ら か と な っ た
(Fig.3,Table2)o
3.バ リン生産菌株の変異誘導 と培養条件の検討 ②
Brevibacteriumlactofermentum2256及 び そ の イ ソ ロ イ シ ン,メ チ オ
ニ ン複 要 求 性 変 異 株 癒6菌 よ り2一 テ ア ゾ ール ア ラ ニ ン 耐 性 株 の 変 異 誘 導 を 行 な
つた と こ ろ,著 量 のL一 バ リン を 蓄 積 す る 菌 株 を 得 た 。2256菌 よ り487菌
が 得 られ ・ グル コ ー ス8%か らL一 バ リン23.19/Lが 蓄 積 さ れ る こ と を 認 め
た 。 一 方,%6菌 よ り333菌 が 得 られ,ク ツレコース8%か らL・一バ リ ン24 .0
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9/Lが 蓄積 した 。
次 に 上 一バ リンの蓄 積 を 向上 させ る 目的 で487菌 の 培 養条件 を 検 討 した ところ
グル コー ス10%か らL一 バ リン31.09/Lが 蓄 積 した(Fig・4)。
4.ロ イ シ ン生産菌株 の変異誘導 と培養条件 の検討(3・4・5)
Brevibacteriumlactofermentum2256のイソ ロィ シン,メ チ オ ニ ン複 要
求 性 変 異株 よ り2一 チ ァ ゾ ール ァ ラニ ン耐性 株 を 変異 誘 導 した ところ,前 記 バ リ
ン生 産 菌 とは 全 く異 な る タ イフ。の変 異 株 と して,L一 ロイ シ ンを 蓄 積す る218
菌 を育種 した 。 グル コー ス8%か らL一 ロィ シ ン199/Lが 蓄積 した(Fig.
5)o
次に 上 一 ロィ シ ン発 酵 に及 ぱす 培 養 条 件 の検 討 を した と ころ,発 酵 の至 適pH
は.7.0～7.5にあ り,至 適 培 養 温度 は31.5℃,他 の ア ミノ酸 発 酵 の とき と同 じ
く非 常 に好 気 的 な通気 条 件 が 必 要 で あ った 。1、 一 ロィ シ ンの蓄 積 は栄 養 要求 物
質 で あ るイ ソ ロイ シ ンの添 加量 に著 る し く影 響 され,200μg/mlの 添 加 が至
適 で あ つた 。 一方,栄 養 要 求物 質 の メチ オ ニ ン添 加 量 はL一 ロィシ ン蓄積 に対
して 影 響 を一与えな か った 。 この こ とか ら,ロ ィ シ ン生 合 成 系の 制 御機 構 に対 す
る メチ オ ニ ンの影 響 は無 い もの と考 え られ る。 又,ビ オ チ ンの50μg/L以 上
の添 加 はL一 ロィ シ ン蓄積 に必須 で あ り,5μg/Lの 添 加 で は,変 って グル タ
ミン酸 の 著量 蓄積 が 認 め られ た(Table3)。
5.バ リ ン,ロ イ シ ン生 産 菌 株 の 遺 伝 的 変 化(5・6)
イ ソ ロ イ シ ン 要 求 性 且 つ2一 チ ア ゾ ール ア ラ ニ ン 耐 性 の バ リン生 産 菌 で あ る 砺
333菌 に 於 て は,α 一acetohydroxyacidsynthetaseに対 す る分 岐 鎖 ア ミノ
酸 の フ ィ ー ドバ ッ ク阻 害 が 解 除 され,リ プ レ ッシ ョ ン が 部 分 的 に 解 除 され て い た 。
こ れ が 上 一 バ リ ン 高 蓄 積 の 主 因 と考 え られ る(Table4)。 又,本 菌 株 の α
一isopropylmalatesynthetaseに対 す る ロ ィ シ ン の フ ィ ー ドバ ッ ク阻 害 と リ
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プ レ ッシ ョ ン は 全 く解 除 さ れ て お らず,ロ ィ シ ン が 蓄 積 して こ な い 理 由 と 考 え ら
れ る 。
一 方 ,ロ イ シ ン 生 産 菌 の218菌 は バ リン生 産 菌 と異 な り,α 一acetohydro-
xyacidsynthetaseに対 す る分 岐 鎖 ア ミノ酸 に よ る フ ィ ー ドバ ッ ク阻 害 を 依 然
と し て 受 け て い た が,栄 養 要 求 物 質 で あ る イ ソ ロィ シ ン の 制 限 量 添 加 条 件 下 に お
い て,α 一acetohydroxyacidsynthetaseの分 岐 鎖 ア ミノ 酸 に よ るmultiva-
lentfeedbackrepressionの解 除 が 認 め られ,更 に ロ ィ シ ン生 合 成 系 の 酵 素 で
あ る α 一isoPropylmalates.ynthetaseに対 す る ロ イ シ ン に よ る フ ィ ー ドバ
ッ ク阻 害 と リプ レ ッ シ ョ ンが 解 除 さ れ て い た 。 こ れ ら の こ と が218菌 に よ る
ロ イ シ ン発 酵 成 立 の 要 因 と考 え られ る(Table4)。
更 に,ロ ィ シ ン 生 産 菌 の218菌 か ら 変 異 誘 導 し た β 一 ヒ ドロ キ シ ロ ィ シ ン 耐
性 株 で あ る34菌 は 高 濃 度 の ロ イ シ ン を 蓄 積 す る が,こ の 菌 株 の α 一acetohydro
-xyacidsynthetaseは分 岐鎖 ア ミノ 酸 に よ る フ ィー ドバ ッ ク 阻 害 を 受 け な か
った 。 これ が34菌 に よ る 玉 一 ロ イ シ ン 高 濃 度 蓄 積 の 原 因 と 考 え ら れ る 。 こ
の こ と は,ロ イ シ ン蓄 積 に 対 す る α 一acetohydroxyacidsynthetaseの関 一与
を示 す も の で あ る 。(Table5)。
6・ 討 論
BrevibacteriumIactofermentum2256のバ リ ン,ロ イ シ ン 生 合 成 の 調 節
機 構 はFig。1の よ う に ま と め られ,α 一acetohydroxyacidsynthetaseとα
一isopropylmalatesynthetaseに対 す る分 岐 鎖 ア ミノ 酸 の フ ィ ー ドバ ッ ク 調 節
機 構 を 明 らか に し た 。 こ の 調 節 機 構 を グ ラ ム 陰 性 菌 の 場 合 と比 較 し て み る と 全
体 的 に は 類 似 し て い る こ とが 明 ら か と な つた(Table6)。
次 に,こ の 調 節 機 構 を 遺 伝 的 に 変 化 さ せ る こ とに よ りバ リン 及 び ロ ィ シ ン発 酵
の 成 立 を 試 み た 。 そ の 為 に 分 岐 鎖 ア ミノ酸 ア ナ ログ の 検 索 を 行 な い,2一 チ ア
ゾ ー ル ア ラ ニ ン と β 一 ヒ ドロ キ シ ロ イ シ ン を 検 索 し た 。2一 チ ア ゾ ー ル ァ ラ ニ
ン は 従 来 ヒス チ ジ ンの ア ナ ロ グ と し て 知 ら れ て い た が,分 岐 鎖 ア ミノ酸 ア ナ ロ グ
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と もな り うる 新 知見 を 得 た 。 そ こで 実際 に2一 チ アゾ ール ア ラニ ン耐 性変 異 株
を 誘導 し,そ の 中 か らL一 バ リン又 はL一 ロ ィ シ ン生産 菌 を 育種 す る ことがで き
た。 これ ら生 産 菌のL一 バ リン又 はL一 ロィ シンの 蓄積 量 は,今 迄報 告 され た
中で 最大 と考 え られ,工 業 生 産 が可 能 とな った 。
これ ら菌株 の 遺 伝 的 変化 を 酵 素系 か ら検 討を 加 え た と こ ろ,Table4の よ うに
ま とめ られ た。
即 ち,2一 チ アゾ ール ア ラニン耐 性付 加に よ り,α 一acetohydroxyacid
synthetaseの分 岐鎖 ア ミノ酸 に よ る フィ ー ドバ ック制御機 構 が 解 除 され,著 量
のバ リンが 蓄積 し た。 又,同 じ薬 剤 に耐 性を 有 す る別 の 変異 株 の 中に,α 一isO
-opropylmalatesynthetaseに対す る ロィ シ ンの フ ィー ドバ ック制 御機 構 が解 除
され た ロィ シ ン生 産 菌が 存在 して い た。 この ロイ シ ン生 産 菌(218菌)は 依
然 として α一acetohydroxyacidsynthetaseが分 岐鎖 ア ミノ酸 に感 受 性を 示
して い た の で,脱 感 作す る 目的で,分 岐鎖 ア ミノ酸 に特 異 的 な ア ナ ログ で あ る β
一 ヒ ドロキ シ ロィ シ ン耐 性変 異株 を誘 導 した。 そ の結 果,本 酵 素 が 脱感 作 され,
且 つ218菌 以 上 のL一 ロィ シ ンを 蓄積 す る菌 株 を 育種 で きた 。 則 ち,β 一 ヒ
ドロキ シ ロイ シ ンは α一acetohydroxyacidsynthetaseが遺伝 的 に変化 した 菌
株 を得 るの に 有効 な アナ ログで あ るとい え よ う。 更 に,ロ イ シンの 生 合 成調 節
が α一isopropylmalatesynthetaseのみ でな く,α 一acetohydroxyacid
synthetaseのレベル で も行 なわ れ てい る こ とが 考 え られ た。
この よ うに して 育 種 され たバ リン,ロ ィ シン生 産 菌 は工 業 生 産 に用 い られ,医
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審 査 結 果 の 要 旨
L一バ リンおよびL一 ロイ シンはヒ トの必須ア ミノ酸 として重要 であるが,従 来工業的に有利な製
造法は皆無であった。著者は これ らの発酵法 に よる安価 な製 造法 を確立 するため,グ ルタ ミン酸生産
菌として現在工業的に使用されてい る β惚瀬 α・6θγ乞翻 ♂α髭吻 沈6寵魏 を親株 とし,初 めて工業生
産に適する菌株を誘導することがで きた。
著者 はまず本菌におけるバ リンおよび ロイ シンの生合成調節機 構について研究 した。す なわちこれ
ら分 岐鎖 ア ミノ酸生合成経路の最初の酵素 として知られ るアル ファアセ トヒドロオキ シ酸合成酵素は
バ リン,ロ イシ ンまたはイ ソロイシンに よりブイー ドバ ック阻害 を受け,バ リン,ロ イシンお よびイ
ソロイ シンはこの酵素 の合成を抑制すること(リ プレッシ 。ン)を 明かに した。 また ロイ シン生合成
の最初の酵素として知 られ るアルフアイ ソプロピル リンゴ酸合成酵素は,ロ イシ ンに よりフ ィー ドバ
ヅク阻害を受け,ま た ロイシンに よりリプ レッシ ョンを受け ることを明かに した。
さて 目的 とす るア ミノ酸を多量に蓄積 させるためには,こ れ らの調節機構を何等かの方法 で解除 し
なけれぽな らない。この 目的 のため著者はアナ ローグ耐性変異株 に着 目した。 このため 各種の化合物
について検索 し,バ リンお よび ロイ シンのアナ ローグとして2一 チア ゾール アラニ ンとベ ータ ヒドロ
オキ シロイ シンの二つを選定 した。
ついで著者は親株 お よびその ロイシン,メ チオニン複要求性変異株 より2一 チアゾール アラニン耐
性株を変異誘導 し,そ の中か ら著量のL一 バ リンを蓄積する菌株 を分離 した。特に後者か ら得られた
雁333株 は グル コース培地で24.0粥 のL一 バ リンを蓄積 した。 また2一 チアゾール アラニン耐
性株 中 よりL一 ロイ シンを著量 に蓄積 する胚218株 を得 た。 この菌は ユ9,0卿 の:L一ロイシンを
蓄積 した。
つ ぎに著者は癒333株 お よび姦218株 について,ど の様 な遺伝的変化が起 ったかを調べた。姦
333に おいては アル ファア セ トヒ ドロオキ シ酸合成酵 素に対す る分岐鎖 ア ミノ酸 によるフィー ドバ
ック阻害が解除 され,リ プ レッシ。ンも部分的 に解除 された。一方姦218に ついては アル フアイ ソ
プロピル リンゴ酸合成酵素に対す るロイ シンに よるフ ィー ドバ ック阻害 と リプレッシ.ン が解除 され
ていた。更 に218株 よ り変異誘導 したベータ ヒ ドロオキシロイシン耐性の4634はアル ファアセ ト
ヒドロオキシ酸合成酵素に対す る分 岐鎖 ア ミノ酸による フィー ドバ ック阻害 も解除 されてお り,こ の
菌は妬218よ り優れた ロイ シン生産菌であった。現在,こ れ らの優良株 はバ リンお よび ロイ シンの
発酵生産に用い られ,医 薬品,食 品等へのア ミノ酸の供給に役立 ってい る。
以上のよ うに本論 文は微生物学の学理 お よび応用に貢献する所が大 きい 。よって三論文審査担当者
とも著 者は農学博士の学位を授与 される資格があると判定 した。
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